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Abstract

LANGROVA, T., SLADEK, Z., RYSANEK, D.: The effect of the bacterial pathogens Staphylococcus
aureus and Streptococcus uberis on morphological features of apoptosis of heifers mammary gland
neutrophils. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2005, LIII, No. 4, pp. 61-74

The aim of the student thesis was to review the effect of the significant bacterial pathogens, Staphylo-
coccus aureus and Steptococcus uberis on programmed cell death — apoptosis in vitro, and to determine
the dynamic of morphological changes during aging neutrophil granulocytes of heifers mammary gland
in vitro. Using light and electron microscopy we have noted characteristic alterations of apoptotic neu-
trophils. These are running in three consequential phases. We found out, that the interaction of bacterial
pathogens with neutrophils during the incubation have lead in expressive quantitative and qualitative
changes in apoptotic cells proportion. Concretely, the influence of both pathogens on mammary gland
neutrophils caused the defer of apoptosis expression. Here, S. aureus caused lower number of apoptotic
neutrophils in comprasion with S. uberis. The outcomes testified, that S. aureus and S. uberis interaction
with heifers mammary gland neutrophils in vitro causes alterations relating to apoptosis of these cells.
Looking at the results of the study, we can conclude, that the pathogens S. aureus and S. uberis are not
only significant heifers mammary gland — affection causers, but they significantly influence the cells of
defensive system in their functions too. They significantly decrease the appereance of morphological
apoptosis manifestations on neotrophils of tissue pool of the heifers mammary gland. The numbers of
apoptotic cells in neutrophil population confirm, that during the interaction with mentioned pathogens
the defer of morphological apoptosis manifestations happens. Then, higher number of apoptotic neu-
trophils in stages of apoptotic corpuscles implies increasing dynamic of this process. Beside that, the
dynamic of apoptotic process is influenced by the specifity of certain bacterious actor too.

programmed cell death — apoptosis, polymorfonuclear leukocyte

Neutrofilni granulocyty (dale neutrofily) hraji vy-
znamnou tlohu v imunité, nebot’ jsou odpovédné pre-
devs§im za nespecifickou obranu téla proti pronikaji-
cim mikroorganismim, virim, bakteriim, plisnim, aj.
V dutinovém systému mlécéné zlazy predstavuji neu-
trofily jeden z typt volnych bunék. Funkeci téchto bu-
nék je eliminace bakterialnich patogent béhem akut-
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niho zanétu. V prubéhu jeho inicidlni faze dochazi
k migraci téchto bunék z krve a k jejich nasledné aku-
mulaci v dutinovém systému mlécné Zlazy. Tato za-
nétliva reakce mlééné zlazy ma za cil eliminovat pa-
togenni mikroorganismy prostednictvim fagocytozy,
a proto piedstavuje dulezity obranny mechanismus
(PAAPE a WERGIN, 1977).
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Neutrofily obsahuji v cytoplazmé granula s arzena-
lem enzymti uréenym k niceni a intracelularnimu tra-
veni fagocytovanych bakterii. Granula vsak ptedsta-
vuji dvojsecnou zbrai, nebot’ v pripadé nekrézy neu-
trofild dochazi k vyliti jejich obsahu do okoli, coz
pusobi histotoxicky na tkané mlécné zlazy (Capuco
et al., 1986). Alternativné k nekroze podstupuji neu-
trofily programovanou bunéénou smrt — apoptozu,
pfi niz nedochazi k lytickému zaniku bunky. Apop-
totické neutrofily udrzuji bunécnou integritu a jsou
fagocytovany lokalnimi makrofagy. Timto zptisobem
jsou promptn¢ fyzicky eliminovany z mista zanétu,
tedy z dutinového systému mlééné zlazy (SLADEK
a RYSANEK, 2000). Na druh¢ strané vsak dochazi
u apoptotickych neutrofilli ke snizeni fundamental-
nich funkci, zejména fagocytozy bakterii (WHYTE
et al., 1993). Neni tedy divu, Ze jednim z faktorti vi-
rulence bakterii je pravé indukce apoptotického pro-
gramu u neutrofilti, coz tyto buiiky funkéné diskvali-
fikuje, ¢imz se snizuje obranyschopnost makroorga-
nismu (DeLEO, 2004).

Bylo zjisténo, ze interakce veterinarné vyznam-
nych bakterii, Haemophilus somnus, Staphylococ-
cus aureus, Streptococcus pneumonie, Streptococcus
pyogenes s neutrofily vede k apoptéze (ENGELICH
et al., 2001; LUNDQVIST-GUSTAFSSON et al.,
2001; KOBAYASHI et al., 2003). To ma za nasledek
pokles podilu zivych bun€k v zanicené tkani, jez by
byly schopny eliminovat zminéné bakterie a eradiko-
vat infekci.

Doposud byla v této souvislosti odhalena role apop-
tozy v patogenezi akutniho zanétu mlécné zlazy zpi-
sobené¢ho Gram—negativnimi bakteriemi Escherichia
coli (VAN OOSTVELDT et al., 2001, 2002). Je s po-
divem, ze u tak vyznamnych Gram—pozitivnich pa-
vodci mastitid, jako je Staphylococcus aureus a
Streptococcues uberis, viak nikoliv. Vliv téchto bak-
teridlnich patogenti mlécné zlazy na modulaci apop-
tozy neutrofild tedy neni znam.

Proto se cilem prace stalo posoudit vliv vyznam-
nych bakterialnich patogent, Staphylococcus aureus
a Streptococcus uberis, na morfologické projevy
programované bunécné smrti — apoptodzy neutrofild
mlécné zlazy skotu in vitro.

MATERIAL A METODIKA
Experimentalni zviiata

Pokus byl realizovan na osmi klinicky zdravych ja-
lovicich, kiizenkach holstynského a ¢eského straka-
tého plemene ve véku 14—18 mésict. Byly vySetteny
4 mlécné zlazy kazdé jalovice, tedy celkem 32 mléc-
nych zlaz. Mlééné zlazy byly nejprve podrobeny kli-
nickému vysetfeni se zaméfenim na posouzeni morfo-
logie vemene, utvaieni jednotlivych strukil a zvlaste
prichodnosti strukovych kanalkd. Vysledky klinic-
kého vysetfeni mlécnych zlaz a bakteriologického

vySetieni jejich lavazi byly smérodatné pro zarazeni
zvitete k realizaci pokusu.

Model indukovaného influxu bunék

Mlécné zlazy byly dtikladné desinfikovany etyl-
alkoholem, zvlasté v okoli zevniho usti strukového
kanalku, a nasledné podrobeny lavazi (RYSANEK
et al., 1999). Lavaz byla provedena pomoci uprave-
nych ureteralnich katetrd (AC5306CHO06, Porges S.
A., France) sterilnim pufrovanym fyziologickym roz-
tokem (PBS, pH 7,4; 0,01 M, NaCL 0,138 M; KCL
0,0027 M, ptipravenym z apyrogenni vody) o objemu
20 ml, ohiatym na 37 °C. Poté nasledovala intramam-
marni aplikace sterilniho syntetického derivatu mu-
ramyldipeptidu (MurNAc-L-Abu—D-IsoGln, Insti-
tut Organické chemie a biochemie Akademie véd,
Praha, Ceska republika) ve finalni koncentraci 500 pg
v 10 ml PBS. Po 18 hodinach byly mlécné zlazy vy-
plachnuty 20 ml sterilnim PBS, ohfatym na teplotu
37 °C.

Zpracovani bunécné suspenze

Ziskan¢ lavaze byly ihned po odbéru posouzeny as-
pekei a poté z nich byly odebrany vzorky pro bakte-
riologické vysSetfeni, pro stanoveni celkového poctu
bunék a pro stanoveni vitality bunck.

Bakteriologické vySetieni bylo provedeno kultivaci
na krevni agar s 5 % propranych beranich erytrocyti a
aerobni kultivaci pfi 37 °C po dobu 24 hodin (QUINN
et al.,, 1994). VSechny vySetiené mlécéné zlazy byly
bakteriologicky negativni, nebot’ zddné kolonie bak-
terii nebyly na krevnim agaru vykultivovany.

Celkovy pocet bunck v lavazi kazdé mlécné zlazy
byl stanoven pouzitim pfistroje Fossomatic 90 (Foss
Eletric, Denmark) procedurou podle doporuceni Me-
zinarodni mlékarské federace (IDF, 1995).

Vitalita bunék v lavazich byla hodnocena tes-
tem vyluCovani trypanové modii (JAIN a JASPER,
1967) pocitanim 200 bunék z kazdé mlécné zlazy. Ve
vSech vySetiovanych lavazich mléénych zlaz pred a
po indukeci influxu byla vitalita bun¢k vzdy vyssi nez
96 %.

Piiprava S. aureus a S. uberis
Ke studii byly pouzity S. aureus (kmen Newbould
305 CCM 6275) a S. uberis (kmen CCM 4617). Ino-
kula téchto bakterii byla pfipravena postupem popsa-
nym difve (SLADEK et al., 2005).

Kultivace neutrofili
Cerstvé neutrofily z lavazi mlééné Zlazy byly ad-
justovany (1,2 x 107 bun€k/ml) v RPMI 1640 mé-
diu (Sigma, MO, USA) pomoci hemocytometru. Ob-
dobn¢ byly adjustovany i bakterialni suspenze (1,2 x
107 bun€k/ml) S. aureus a S. uberis. Bunétné a bakte-
ridlni suspenze byly smichany v objemovém poméru
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1 : 1. Finalni koncentrace bun¢k i bakterii tedy Cinila
6 x 10%/ml. Jako kontrola slouzila pouze buné¢na sus-
penze bez bakterii v kone¢ném fedéni 6 x 10%/ml. Pro
analyzu bunék ve svételném mikroskopu byla zhoto-
vena podlozni skla s adherovanymi neutrofily nane-
senim suspenzi (0,5 ml/sklicko) v duplikatech a inku-
baci po dobu tii hodin ve vlhké komirce. Kultivace
probehla v termostatu pii 37 °C a 5% atmosféfe CO,
(SAVILL et al., 1989).

Svételna mikroskopie

Po vyjmuti z termostatu byla sklicka barvena panop-
tickym barvenim dle Pappenheima. V populaci neutro-
fili byly morfologicky stanoveny podily jednotlivych
stadii apoptdézy pocitanim piinejmensim 200 apop-
totickych neutrofilti. Obarvena skla byla hodnocena
svételnym mikroskopem JENAMED 250 CF (Carl
Zeiss, Jena, Némecko) vybavenym barevnou kamerou
3—CCD HV—C20 (HITACHI DENSHI, Japan) a zpra-
covany softwarem pro analyzu obrazu LUCIA G (LA-
BORATORY IMAGING, Prague, Czech Republic).

Transmisni elektronova mikroskopie

Zpracovani vzorkli pro transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM) bylo provedeno postupem po-
psanym difve (SLADEK a RYSANEK, 1999) na pra-
covisti elektronové mikroskopie Ustavu histologie a
embryologie Lékaiské fakulty Masarykovy univer-
zity v Brng.

Buiiky byly fixovany 2 hodiny v 3% glutaraldehydu
ziedéném v kakolydatovém pufru a nasledné trikrat
promyty po 30 min v 0,1 M kakolydatovém pufru.
Poté byly postfixovany v 0,02 M OsO, rozpusSténém
v 0,1 M kakolydatovém pufru, dehydratovany v al-
koholu a prosyceny acetonem a Durcupanem I pies
noc. Nasledujiciho dne byly buiiky prosyceny, stabili-
zovany a polymerizovany Durcupanem II. Ultratenké
fezy o sile 90 nm zhotovené na ultramikrotomu (Ul-
tramicrotome LKB, Bromma, Sweden) byly piemis-
tény na miizku povle¢enou formvarovou blanou. Ke
kontrastnimu barveni byl pouzit 2% uranyl acetat a
Reynoldsiiv roztok. Ultratenké fezy byly pozorovany
v transmisnim elektronovém mikroskopu TESLA BS
500 (Tesla a.s., Brno, Ceské republika) pfi pracovnim
napéti 60 kV. Elektronogramy byly digitalizovany
scannerem UMAX ASTRA 1200S (Umax Technolo-
gies, Inc., Fremont, USA) a vyhodnoceny softwarem
pro analyzu obrazu LUCIA G (Laboratory Imaging,
Praha, Ceska republika).

Statistika
Podily jednotlivych stadii apoptdzy neutrofilii jsou
prezentovany jako prumeéry a smérodatné odchylky

32 vySettenych mlécnych zlaz. Vyznamnost rozdilt
v zastoupeni jednotlivych stadii apoptdzy neutrofilti
byla hodnocena parovym t-testem. Ke statistickému
zpracovani dat byl pouzit STAT Plus software (MA-
TOUSKOVA et al., 1993).

VYSLEDKY

Buiiky indukovaného influxu

Indukovanym influxem byla ziskana bunécna po-
pulace s celkovym poétem bunék 59,1£11,2 x 10%/ml.
Tato populace bun¢k byla zastoupena relativné vyso-
kym podilem neutrofilti (90,1+11,8 %) nad makro-
fagy (7,3+4,6 %) a lymfocyty (2,6+1,1 %). V popu-
laci neutrofili dominovaly strukturdlné a ultrastruk-
turalné normalni bunky. Vedle téchto neutrofild byly
zaznamenany rovnéz neutrofily s morfologickymi
znaky apoptozy (8,4+3,1 %).

Svételna mikroskopie

Strukturdlné¢ normalni neutrofily byly charakteri-
zovany protahlym, ovoidnim ¢i nepravidelnym tva-
rem s lalo¢natym jadrem vyplnénym jemné zrnitym
euchromatinem a denznim heterochromatinem. Cy-
toplazma obsahovala hojné azurofilni a specifické
granule, ¢etné mitochondrie a protahlé cisterny endo-
plazmatického retikula. V jemné zrnité matrix cyto-
plazmy byly patrné ribosomy a polyribosomy. Na po-
vrchu bunék byla pfitomna pseudopodia (obr. 1).

V inicidlnim stadiu apoptézy — karyopyknosis,
byla na prvni pohled patrna vyrazna redukce objemu
bunék. Oproti strukturdlné normalnim neutrofiliim
(obr. 1) byly karyopyknotické neutrofily (obr. 2) té-
mét o polovinu mensi v disledku kondenzace cyto-
plazmy. Chromatin segmentt jadra podléhal rovnéz
kondenzaci a splyval v jeden sféricky utvar — doslo
k desegmentaci jadra. Kondenzované, karyopykno-
tické jadro se jevilo jako vyrazné tmavy, témet cerné
zbarveny objekt. Neutrofily zaujimaly v tomto stadiu
apoptotickych zmén sféricky tvar a byly intenzivné
eosinofilni.

Ve druhém stadiu apoptdzy neutrofilii, zeiosis, do-
chazelo ke zpénéni cytoplazmatické membrany, kdy
se vytvarely protuberance — ,,bublinky*. Jadro zeio-
tickych neutrofilti s kondenzovanym chromatinem se
rozdélilo do nékolika malych fragmentt (obr. 3).

Ve tretim, zadvérecném stadiu apoptotickych zmén
dochézelo k formovani apoptotickych télisek (obr. 4).
V disledku pokracujici kondenzace jadra a cyto-
plazmy doprovazené zaskrcovanim a naslednym od-
délenim vznikaly malé kulovité utvary s fragmento-
vanym jadrem a husté kondenzovanym chromatinem
— apoptoticka téliska (obr. 4).
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1: Strukturalné normalni neutrofil tkanového poolu
mlécné zlazy skotu. Panoptické barveni dle Pappen-
heima, zvétseni 1000x.

3: Apoptoticky neutrofil ve stadium zeiosis. Panop-
tické barveni dle Pappenheima, zvétseni 1000x.

Transmisni elektronova mikroskopie

Ultrastrukturalni vlastnosti apoptotickych neutro-
fili korespondovaly se strukturdlnimi vlastnostmi
apoptotickych neutrofili ve svételné mikroskopii.
Ultrastrukturdln€ normalni neutrofil zndzornuje
obr. 5.

Stadium karyopyknosis charakterizoval sféricky
tvar bunék, sliti jadernych segmentt, denzni chroma-
tin, parcialni absence granuli a mitochondrii v cyto-
plazmé. U karyopyknotickych neutrofili bylo mozno
pozorovat v cytoplazmé ploché cisterny endoplazma-
tického retikula a ¢etné malé vakuoly segregované na
periferii bunek. V cytoplazmé karyopyknotickych neu-

2: Stadium karyopyknosis apoptotického neutrofilu,

charakteristické fragmentaci DNA jadra a pritom-

nosti vakuol v cytoplazmé. Panoptické barveni dle
Pappenheima, zvetseni 1000x.

4

4: Apoptoticke telisko neutrofilu (vpravo) a normalni
neutrofil. Panoptické barveni dle Pappenheima, zveét-
Seni 1000x.

trofill se nachazely intaktni primarni a sekundarni
granule (obr. 6).

Stadium zeiosis charakterizovaly segregované frag-
menty jadra s pilmésic¢itym denznim chromatinem,
dislokované na periferii bunék. Déle bylo patrné for-
movani povrchovych ,,blebst (prohlubni a zahybi) a
bublin a jejich postupné odskrcovani (obr. 7). Odskr-
covani téchto usekd mélo za nasledek vznik apopto-
tickych télisek.

Apoptoticka téliska predstavovala 2-3 um veliké
fragmenty bunék s vysoce kondenzovanymi seg-
menty jadra a malym mnozstvim granuli v cyto-
plazmé (obr. 8).
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5: Ultrastrukturdalné normalni neutrofily tkanového poolu mlécné zlizy skotu.
Transmisni elektronova mikroskopie, zvetseni 5000x.

6: Neutrofil ve stadiu karyopyknosis charakterizovan jadrem s desegmentaci la-
lokil a pritomnosti intaktnich granul v cytoplazmé. Transmisni elektronova mikro-
skopie, zvetseni 10000x.
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7

7: Apoptoticky neutrofil ve stadiu zeiosis. Transmisni elektronovd mikroskopie,
zvetseni 10000x.

g

8: Apoptoticke télisko. Transmisni elektronova mikroskopie, zvétseni 10000x.

S .
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Apoptéza neutrofili po in vitro kultivaci se S. au-
reus a S. uberis

Vychozi populace neutrofild, pouzita k in vitro stu-
dii, obsahovala ¢ast bun¢k s morfologickymi znaky
apoptozy (8,4+3,1 %). Po tfech hodinach kultivace
doslo k vyskytu spontanni apoptdzy nasledkem star-
nuti neutrofild u 30,8+5,7 % bunék.

Rozdil v poctu vSech apoptotickych bunék pied in-
kubaci a po 3hodinové inkubaci byl statisticky vysoce
vyznamny (P<0,01).

Pti kultivaci neutrofilti s bakteriemi byly zazname-
nany vyrazné zmény v zastoupeni apoptotickych bu-
nék. Po 3hodinové inkubaci se S. aureus bylo zjisténo
10,9+4,4 % apoptotickych bun¢k a v ptipad¢ S. uberis
14,6+4,3 %. Celkovy pocet apoptotickych bunck byl
tedy oproti kontrole v pfipadé obou bakterii statisticky
vysoce vyznamné nizsi (P<0,01). Uvedené udaje o za-
stoupeni apoptotickych neutrofilti uvadi obr. 9.

Apoptéza neutrofili po inkubaci s bakteriemi S.
aureus
Kultivace neutrofilti se S. aureus rezultovala ve vy-
razné zmény nejen v zastoupeni apoptotickych bu-

40
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nek, nybrz rovnéz v podilu jednotlivych stadii apop-
tozy. Jak dokumentuje obr. 10, béhem kultivace doslo
ke statisticky vyznamnému snizeni poctu neutrofilti
ve stadiu karyopyknosis (P<0,01), ze 78,7+2,9 % na
67,3+3,4 %. Naproti tomu bylo zaznamenano statis-
ticky vyznamné zvySeni poctu apoptotickych télisek
(P<0,01), z 8,1£1,0 % na 19,3£2,3 %. Ve stadiu zeio-
sis bylo zjisténo statisticky nevyznamné, pouze mirné
zvySeni poctu z 13,2+2,8 % na 13,4+1,7 %.

Apoptéza neutrofilii po inkubaci s bakteriemi S.
uberis

Podobné jako u S. aureus byla kultivace neutrofili
se S. uberis doprovazena vyraznou zménou podilu
jednotlivych stadii apoptézy bunék (obr. 11). V pfi-
padé stadia karyopyknosis bylo pozorovano statis-
ticky vyznamné snizeni poc¢tu (P<0,01), z 81,143,5 %
u kontroly na 69,7+6,6 % u S. uberis. Ve stadiu zeio-
sis bylo zjisténo statisticky nevyznamné zvyseni po-
¢tu bunek, z 10,9+4,2 % na 14,2+6,2 %. Pocet apop-
totickych télisek se zvysil statisticky velmi vyznamné
(P<0,01), ze 7,9+3,1 % na 16,1+1,1 %.

O Kontrola
OS. aureus

T W S. uberis

*% s

0 hodin

3 hodiny

9: Zastoupeni apoptotickych neutrofilit se S. aureus a S. uberis. Procento a smerodatné odchylky apoptotickych
neutrofilii po trech hodindach in vitro inkubace. Signifikantni rozdily v zastoupeni apoptotickych neutrofilii mezi

kontrolou a bakteriemi (*P<0,01).
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10: Zastoupeni jednotlivych stadii apoptotickych neutrofilii se S. aureus. Procento a smérodatné odchylky
apoptotickych neutrofilit po trech hodindch in vitro inkubace. Signifikantni rozdily v zastoupeni jednotlivych
stadii apoptotickych neutrofilit mezi kontrolou a bakteriemi S. aureus (*P<0,01).
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11: Zastoupeni jednotlivych stadii apoptotickych neutrofilii se S. uberis. Procento a smérodatné odchylky apop-
totickych neutrofilii po trech hodindch in vitro inkubace. Signifikantni rozdily v zastoupeni jednotlivych stadii
apoptotickych neutrofilii mezi kontrolou a bakteriemi S. uberis (*P<0,01).
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12: Porovnani podilu jednotlivych stadii apoptozy neutrofilii se S. aureus a S. uberis. Procento a smérodatné
odchylky apoptotickych neutrofilii po trech hodinach in vitro inkubace. Signifikantni rozdily v zastoupeni jed-
notlivych stadii apoptotickych neutrofilit mezi kontrolou a bakteriemi (*P<0,01).

Srovnani apoptézy neutrofili po kultivaci s bakte-
riemi S. aureus a S. uberis

Porovnani intenzity interakce neutrofild s bakteri-
emi uvadi nésledujici obr.12. Jak je z né&j patrné, sta-
tisticky vyznamny rozdil (P<0,01) byl zaznamenéan
pouze v zastoupeni apoptotickych télisek, 16,1£1,1 %
u S. uberis a 19,3£2.3 % u S. aureus. Rozdil v poctu
bun¢k nachazejicich se ve stadiu karyopyknosis po
3hodinov¢ inkubaci s bakteriemi S. uberis a S. aureus
byl statisticky nevyznamny, stejné jako pocet bunék
stadia zeiosis.

DISKUSE

Cilem prace bylo posoudit vliv vyznamnych bak-
teridlnich patogenti, Staphylococcus aureus a Strep-
tococcus uberis na morfologické projevy programo-
vané bunééné smrti — apoptdzy neutrofili mlécné
zlazy skotu in vitro.

Ke studiu byly pouzity migrované neutrofily mlécné
zlazy virginnich jalovic, ziskané pouzitim modelu in-
dukovaného influxu. Synteticky derivat muramyldi-
peptidu (MDP) ptedstavuje bakteridlni peptidogly-
kan izolovany z bunécnych stén Gram-pozitivnich
bakterii, ktery disponuje chemotaktickymi ucinky.
Pravé jeho vlastnosti se staly podkladem pro navoze-
ni redlnych podminek pfi indukci zanétlivé odpoveédi
mlécné zlazy na bakteridlni infekci, nebot’ byly v na-
sledné in vitro studii pouzity Gram-pozitivni koky:
S. aureus a S. uberis. Proto byla zanétliva odpoveéd
mlécné zlazy charakterizovana mohutnym influxem
bungk, 59,1 x 10%ml, s 90% podilem neutrofild.

Populace neutrofilt obsahovala v pievazné mire
strukturdlné normalni bunky. Vedle nich vsak byly
zaznamenany neutrofily s charakteristickymi struktu-

ralnimi vlastnostmi apoptdzy. Pritomnost apoptotic-
kych neutrofilti ve vstupni populaci bunék je ziejmé
vysledkem dvou procest a lIze ji vysvétlit nasle-
dovné. Intramammarni aplikaci prozanétlivého Cini-
tele — MDP dojde k indukci zanétlivé odpovédi, ktera
je charakterizovana masivnim influxem neutrofilti do
dutinového systému mlécné zlazy a jejich akumulaci.
Neutrofily jsou k migraci rekrutovany v rizném stafi
(COX et al., 1995) a navic influx neutrofilti probiha
kontinualng. Proto se jiz ve vstupni populaci neutro-
fild Ize setkat s neutrofily s morfologickymi projevy
apoptozy.

Apoptdza bunek je charakteristicka typickymi mor-
fologickymi vlastnostmi, mezi které patii zejména
svrasténi bun€k, kondenzace chromatinu (karyopyk-
nosis), blebbing (zeiosis) a fragmentace do apoptotic-
kych télisek (KERR et al., 1972). V této studii se tyto
morfologické znaky staly kritériem pro analyzu dyna-
miky apoptdzy neutrofilt mlééné zlazy skotu béhem
kultivace téchto bunék in vitro.

Pro kultivaci in vitro byl pouzit model starnuti neu-
trofild, tzv. model ,,agingu®. Uvedeny model zavedli
PAYNE et al. (1994) ke studiu apoptdzy neutrofilti
v definovanych podminkach in vitro. Autofi modelu
prokazali, Ze proces apoptoézy neutrofilt v podmin-
kach in vitro vykazuje shodné morfologické a bioche-
mické vlastnosti, jako je tomu v podminkach in vivo
a in situ. Proto se model agingu stal frekventovanym
metodickym prostifedkem pro studium apoptdzy krev-
nich neutrofilt a jeji modulace (PAYNE et al., 1994).
Stejné tak je tento model vhodny pro neutrofily jiné
provenience, jako neutrofild skotu (VAN OOST-
VELDT et al., 1999; SLADEK a RYSANEK, 2002),
malych piezvykavel (TATARCZUCH et al., 2000),
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prasete (MATALOVA et al., 2000) a psa (OGUMA
et al., 2000).

Populace neutrofilt pied kultivaci obsahovala pfi-
blizné 8 % apoptotickych bunék. Po tfech hodinach
kultivace doslo ke statisticky vyznamnému naristu
na 30 %. Porovname-li tento podil s literarnimi udaji
— krevnimi neutrofily skotu, zvySeni podilti apopto-
tickych neutrofilti se zda byt relativné vysoké. VAN
OOSTVELDT et al. (1999, 2001) totiz uvadéji, ze po
dvou hodinach kultivace dochazi k projeviim apop-
tozy u 3—-5 % a po ctyfech hodinach u pfiblizné 15 %
neutrofiléi. Naproti tomu SLADEK et al. (2002) za-
znamenali u neutrofildl tkanového poolu mlécné zlazy
skotu shodny podil apoptotickych neutrofild jako
v této praci. U krevnich neutrofilt jinych druhi hos-
podatskych zvifat je situace obdobna, MATALOVA
et al. (2000) uvadeji pouze 2% podil apoptdzy po
2hodinové kultivaci. Krevni neutrofily pfedstavuji
kratce zijici bunky, které vycestovavaji z krevniho
fecisté do tkané mlécné zlazy. Vysledky studii s po-
uzitim radioaktivné znacenych neutrofilti prokazaly,
ze doba migrace ¢ini kolem dvou hodin. Tento ¢as je
pottebny pro pevné prilnuti — adherenci neutrofilnich
granulocytd ke sténé endotelu postkapilarni venuly,
pro migraci mezi endotelidlnimi buiikami diapedezi,
migraci skrze intercelularni matrix subepitelialni la-
mina propria, a kone¢né migraci pres epitelidlni vy-
stelku strukové cisterny do sekretu mlécné zlazy
(KEHRLI a SHUSTER, 1994). Popsana aktivita neu-
trofildl se s vysokou pravdépodobnosti podili na sni-
zeni zivotnosti téchto bunék. VAN OOSTVELDT et
al. (2002) zaznamenali proapoptoticky vliv diapedese
u krevnich neutrofild. Na druhé strané WATSON et al.
(1997) prokazali, ze transmigrace skrze endotel odda-
luje projevy apoptdzy neutrofilii. Zda se, ze nejen dia-
pedese a transmigrace, nybrz i mikroenvironment du-
tinového systému mlécné zlazy bude vyraznym zpi-
sobem modulovat zivotni funkce neutrofili.

Mezi nejvyznamnégj$i Gram-pozitivni bakterialni
patogeny patii Staphylococcus aureus a Streptococ-
cus uberis. S. aureus predstavuje majoritni patogen,
ktery zptisobuje klinické a subklinické mastitidy do-
provazené vaznymi ekonomickymi ztratami (FOX a
GAY, 1993). S. uberis je nejcasteji se vyskytujici en-
vironmentalni patogen, zpusobujici vyznamny podil
intramammarnich infekei u laktujicich i nelaktujicich
dojnic (PEDERSEN et al., 2003). Vzhledem k uve-
denym skutecnostem se oba inkriminované patogeny
staly pfedmétem studia v této praci.

Bylo zjisténo, ze interakce téchto bakterii s neutro-
fily béhem inkubace rezultovala ve vyrazné kvanti-
tativni a kvalitativni zmény v zastoupeni apoptotic-
kych bun¢k. Konkrétné¢ vyustila interakce neutrofilti
mlééné Zlazy s obéma patogeny béhem kultivace
v oddaleni projevii apoptodzy. Pficemz interakce S.
aureus rezultovala v nizsi pocty apoptotickych neu-

trofilti, nez u S. uberis. Jak ukazaly vysledky morfo-
logické analyzy, po tfech hodinach inkubace bylo za-
znamenano pouze cca 10 % apoptotickych neutrofilti
u S. aureus a 14 % u S. uberis. V kontrole (tedy mé-
diu bez pfitomnych patogenti) bylo vsak detekovano
30 % apoptotickych neutrofilti. Z literatury je patrné,
ze béhem kultivace neutrofilil s bakteriemi dochazi
k modulaci apoptozy tcinkem bakterialnich toxini a
produktt, fyzického kontaktu bakterii a nasledné fa-
gocytdzy. Uvedené stupné interakce bunék obranného
systému s prokaryonty pak rezultuji v apoptozu, jak
bylo prokazano u vyznamnych humannich a animal-
nich patogenti. Naptiklad leukotoxin Fusobacterium
necrophorum (STEWENS a CZUPRINSKI, 1996;
NARAYANAN et al., 2002) a enterotoxin S. aureus
(MOULDING et al., 1999) indukuji apopt6zu neutro-
fild. Dale interakce samotnych bakterii, Haemophilus
somnus, S. aureus, Streptococcus pneumonie, Strep-
tococcus pyogenes s neutrofily vede k apoptoze (EN-
GELICH et al., 2001; LUNDQVIST-GUSTAFSSON
et al,, 2001; KOBAYASHI et al., 2003; DeLEO,
2004). Bylo prokazano, ze nakonec i samotna fago-
cytoéza bakterii Candida albicans, Escherichia coli,
S. aureus, Streptococcus pneumonie, muze rezulto-
vat v naslednou apoptozu neutrofilti (WATSON et al.,
1996; ROTSTEIN et al., 2000; YAMAMOTO et al.,
2002; DeLEO, 2004).

Rozdil ve vysledcich této prace a vyse citovanych
studii zfejmé souvisi s pouzitymi metodami detekce
apoptozy. Zatimco v této praci byla k detekci apo-
ptoézy pouzita metoda morfologickd, v uvedenych
studiich to byla zejména metoda prtikazu transloko-
vaného fosfatidylserinu. Pfi studiu dynamiky apop-
tozy, zvlasté u murinnich a humannich bunék, bylo
zjisténo, ze translokace fosfatidylserinu pfedstavuje
relativné casny jev, ktery predchazi fragmentaci
DNA (MARTIN et al., 1995; STUART et al., 1998).
Tomu plné odpovidaji vysledky zjisténé pomoci pri-
tokové cytometrie na stejném experimentalnim ma-
teridle, kdy bylo zjisténo, Ze interakce S. aureus a S.
uberis s neutrofily vedou ke snizeni karyopyknézy a
zaroven ke zvysSeni podilu bunék s translokovanym
fosfatidylserinem (SLADEK et al., 2005). Je tedy
ziejmé, ze pouzita délka inkubace patogent s neu-
trofily nerezultuje v pIné vyvinuti pfiznakt apoptozy
danych jak biochemickymi, tak zaroven morfologic-
kymi znaky.

Rozdil v zastoupeni apoptotickych neutrofili byl
zaznamenan rovnéz mezi samotnymi patogeny. Po in-
terakei neutrofilll se S. aureus byl zaznamenan nizsi
podil apoptotickych bunck, nez u S. uberis. Tato sku-
tecnost ziejme¢ souvisi s rozdilnou virulenci téchto
patogent. Mezi vyznamné faktory virulence S. au-
reus patfi povrchové komponenty (adhesiny, protein
A a polysacharidy kapsuly), toxiny, extracelularni
enzymy a koagulaza V (Sutra a Poutrel, 1994). S tim
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souvisi skutecnost, ze lze ocekavat razantnéjsi ode-
zvu bunék obranného systému mlécné z1azy po inter-
akci s S. aureus. Nutno vSak podotknout, Ze modulace
apoptozy neutrofilti S. aureus nebyla doposud studo-
vana na relevantnim materiale. Proto nelze souvis-
lost virulence S. aureus s indukci apoptdzy neutrofilt
mlécné zlazy potvrdit.

Z vyse uvedenych dat lze vyvodit, ze interakce
neutrofilll s obéma patogeny in vitro vede k odda-
leni nastupu morfologickych projevi apoptdzy. Sni-
zeni podilu karyopykndzy a zvyseni podilu apopto-
tickych télisek naznacuje vyssi dynamiku procesu
apoptézy u téch neutrofilti, u kterych jiz apoptoza
nastala.

Patogeny S. aureus a S. uberis tvoti nejen vyznamné
ptivodce onemocnéni mlécné zlazy skotu, nybrz i vy-
znamné ovliviuji fyziologické funkce bunck obran-
ného systému organizmu. Dynamika procesu apop-
tdzy je vyznamné ovlivnéna rovnéz specifitou daného
bakterialniho cinitele. Prace tedy odhalila vyznamné
biologické ¢initele modulujici Zivotnost bunék obran-
ného systému mlécné zlazy.

Prace vSak v zadném piipad¢ nepfedstavuje ukon-
¢enou etapu studia interakce bun¢k obranného sys-
tému mlécné zlazy s bakteridlnimi patogeny, avsak
naopak otvird prostor pro studie zaméfené na apo-
ptozu neutrofild v patogenezi infekéniho zanétu
mlécné zlazy skotu.

SOUHRN

Cilem studie bylo posoudit vliv vyznamnych bakterialnich patogent, Staphylococcus aureus a Strepto-
coccus uberis na expresi programované bunééné smrti — apoptdzy in vitro a stanovit dynamiku morfo-
logickych zmén béhem procesu starnuti neutrofilnich granulocytt tkanového poolu mlécéné zlazy skotu
in vitro. S pouzitim svételné a transmisni elektronové mikroskopie byly zaznamenany charakteristic-
ké zmény apoptotickych neutrofilti, které probihaly ve tfech na sebe navazujicich stadiich. Bylo zjisté-
no, ze interakce bakterialnich patogent s neutrofily béhem inkubace vede k vyraznym kvalitativnim a
kvantitativnim zméndm v zastoupeni apoptotickych bunék. Oba patogeny zptisobuji u neutrofilti mléc-
né zlazy opozdéni projevii apoptozy. Vysledky potvrdily, ze interakce S. aureus a S. uberis s neutrofily
tkanového poolu mlécné zlazy skotu in vitro zpisobuji zmény tykajici se apoptodzy téchto bunck. Z vy-
sledkd prace lze vyvodit, ze S. aureus a S. uberis jsou nejen vyznamnymi patogeny zpusobujicimi infek-
ce mlécné zlazy, ale ovliviuji i buniky obranného systému mlécné zlazy a jejich funkci. Vyrazné snizuji
pocet bunék s morfologickymi projevy apoptozy neutrofilii tkanového poolu mlécné zlazy skotu. Pocet
apoptotickych bunék v populaci neutrofili potvrzuje, ze interakce obou patogeni vede k oddaleni na-
stupu morfologickych projevil apoptdzy. Vyssi pocet apoptotickych télisek naznacuje rostouci dynami-

ku tohoto procesu, ktera je rovnéz ovlivnéna specifikou bakterie.

programovana bunécna smrt — apoptdza, polymorfonuklearni leukocyty
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